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ABSTRACT 
Te10meres at the chromosome ends shorten with each cel division， resu1ting in cellu1ar 
senescence. Tumor cells， un1ike norma1 somatic cells， express te10merase that maintains 
te10mere length. As a number of chromosomes with 10ss of heterozygosity(LOH) were 
reported in hepatocellu1ar carcinoma (HCC) ， we transferred 5 different， indivisua1 norma1 
chromosomes(2， 4， 5， 10， and16) to a HCC cel 1ine(HMc-Li7) by microcell fusion. On1y 
chromosome 10 suppressed the cel pro1iferation and te10merase activity. 
A9 cells containing the short arm of chromosome 10 (10p) were iso1ated from A9 cells 
containing a human chromosome 10 during severa1 passages. The fragment repressed both 
proliferation and telomerase activity in HMc-Li7 cells by microcell fusion. Revertant clones 
which escaped from the cellu1ar senescence program showed the te10merase activity again. 
Thus， the 10ss of indefinite growth potentia1 was associated with the 10ss of te10merase ac-
tivity. For more datai1 mapping of the putative repressor gene， we iso1ated 20 A9 clones 
with the further smaller size of fragments by microcell fusion using X-ray irradiation(2. 5~ 
10Gy). Four clones of them induced the cellu1ar senescence and severe reduction of 
te10merase activity in HMc-Li7 cels. We attempted FISH-painting ana1ysis with the probe 
which consisted of the products obtained by A1u-PCR， using DNA derived from the human 
chromosome fragments (A2. 52) that showed the suppression of cellu1ar pro1iferation and the 
reduction of te10merase activity. Thus， the fragments were derived from 10p12 or 10p14. 
These findings indicate that the putative repressor gene on chromosome 10p12 or 10p14 is 
associated with regu1ation of te10merase function in the HCC cel 1ine. 
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Loss of heterozygosity(LOH)は， 1， 3， 4， 5， 6， 






と推定される染色体のうち， 2， 4， 5， 10， 16番
染色体をヒトのHCCから樹立された細胞株
(HMc-L i7) 1])2;)に徴小核融合法により移入し













り約70%の細胞で46，XY， -8， -11， -17， -21， 
+4， +marという核型であり，他の細抱では46，
























リーを使って2，4， 5， 10， 16番染色体を徴小核
融合法により各々単独にHMc-Li7に移入した.
徴小核を誘導するために 1X 106個のA9微小核雑







































































































mM Tris-HCl (p百二8.3)，1. 5mM MgC12， 63 
mM KCl， 0.005% Tween20， 1mM EGTA， 50 
μM dNTPs， 0.1μgのTSプライマー ， 1μgのT4g





テロメア繰り返し配列を付加伸長させ， 95'C (30 

















dCTP， dTTP， dGTPを各々250μMずつ μ
MのブライマーTC-65およびL1狂s，0.5UのAm-
pli-Taq polymeraseとPCRバッファーを含むもの

























し， 20%デキストラン硫酸塩を含む等量の 4x 
SSCで混和し，そのハイブリダイゼーション溶液
は変性されたスライド上に滴下し， 3 7'C で16~24
h湿気のあるインキュベーターで培養した.50% 
ホルムアミド/2x SSC， 2 x C， 1 x SSC (各々
37'C， 15分間)， 4 xSSC(37'C， 5分間)で、洗っ
た後スライドはFITC( 5μg/ml)と共に 4x 
SSC/1 %BSAで培養した (37'C，45分間).ス
ライドを4xSSC， 4 xSSC(O.l% TritonX-100 
を含む)， 4 x SSCで各々10分間ずつ洗った後，
スライドをアンチアピジン (5μg/ml)と共に 4x 
SSC/1 %BSAで37'C，1h培養し 5分間ずつ4x 
































































h培養した. 50%ホルムアミド/2xSSC，2 x 
SSC， 1 x SSC (37'C， 15分各々)で、洗った後，
4 x SSC(3rC， 5分)で洗い，さらに 4x 
SSC/1%BSA [アピジン， FITC(0.3μg/ml)]で37
oc， 45分間培養した.スライドを10分間ずつ 4x 
SSC， 0.lTritonX-100を含む 4xSSC，4x
SSCで、洗った後， 4 x SSC/1 %BSA (アンチアビ
ジンを含む)で37'C，1時間培養した.その後，
4 x SSC， 0.1% TritonX-100を含む 4x SSC， 











体のコントロールとして， A9 (neo10)， A9 
(bsrlOp) ，放射線照射雑種クローン (A2.52，
A2.55， A41， A44， A45， A82， A83， A84， A 






核雑種細抱 A9(bsr2)， A9 (bsr4)， A9 (bsr5)， 
A9 (bsr10) ， A9 (bsrlOp)， A9 (neo16) との
微小核融合法により得られた微小核細抱を， 5個
































ロープ [SPDS-4(D10S17;10pter ~p13) ， 
VNTR-52 (D10S15;10q11. 2)， SPDS-29 (D10S 
16;10q21. 1 ~q23) ， HG105 (hu. urokinase 












マーは[D10S172(lOp13)]， [D10S89 (lOp12. 3)]， 
[D10S11l (lOp11)]であり，長腕は [RBP3(10 
qll. 2)]， [D10S109 (lOq21)]， [D10S215 (lOq 
22.3)]， [D10S192 (lOq23.1)]， [D10S222 (lOq 
23. 31 ~q23. 33)]， [D10S168 (lOq24.1)]， [D 
10S209 (lOq25.1)] [D10S169 (l Oq26~qter)]で
あった43) PCR反応は100ngのDNAを含む全量
10μlで行い，各々のプライマーはlμM，50mMの







Number of revertant 
clones 
Number of clones 
that senesced 
Total number of 
colonies examined 
Average number of 
















2 4 9 4.5 



























(g : positive x 1 
憧 positivex O. 1 
..: positive XO.Ol ・negative
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5つのリバータントクローン (HM10-1， HM10 



















FISHを行った19)38) 図4 (4-a， 4-b)は， A1u-
PCR で増幅されたヒト特異的領域の
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